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缩略语 英文全名 中文全名 
AD Alzheimer’s Disease 阿尔茨海默病 
Caspase-3 Cysteinly aspartate specific protease-3 
半胱氨酸天冬氨酸特异性
蛋白酶家族-3 
PI3K Phosphatidylinositol-3 kinase 磷脂酰肌醇 3 激酶 
PC12 cells Rat adrenal pheochromocytoma cells 
大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细
胞 
MAPK mitogen-activated protein kinase 丝裂原活化蛋白激酶 
Aβ β-amyloid peptide β-淀粉样蛋白 
SH-SY5Y 
cells 
human neuroblastoma cells 人神经母细胞瘤细胞 
ERK1/2 extracellular signal-regulated kinase1/2 细胞外信号调节蛋白激酶 
SAPK/JNK 




FCM  flow cytometry 流式细胞术 
APP β-amyloid precursor protein 淀粉样前体蛋白 
PD Parkinson's Disease 帕金森氏综合症 
nAChR nicotinic cholinergic receptor 烟碱型胆碱能受体 
FBS fetal bovine serum 胎牛血清 
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine 四甲基乙二胺 
BSA Bovine Serum albumin 小牛血清白蛋白 
PI Promide iodine 碘化丙啶 
Tris  Trihydroxymethyl aminomethane 三羟甲基氨基甲烷
Arc Acrylamide 丙烯酰胺 
SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基磺酸钠 
TBS Tris Buffered Saline Tris 缓冲液 
PBS phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 
EDTA Ethylenediamine tracetic acid 乙二胺四乙酸 
SP senile plaque 老年斑 
NFT neurofibrillary tangle 神经纤维缠结 
PCD programmed cell death 细胞程序化死亡 
ROS reactive oxygen species 活性氧 
RAGE receptor for advanced glyction end products 高级糖基化终产物受体 
PD Parkinson's Disease 帕金森氏综合症 




























Caspase 激酶激活和阻止细胞色素 C 释放有关。有报道称，尼古丁通过激活
PI3K-AKT 通路来调节 PC12 细胞凋亡，但对 PI3K-AKT 通路之外的其他信号通
路如 MAPK 通路在尼古丁抗凋亡作用中的研究报道较少。 
本课题采用 Aβ25-35 处理人神经母细胞瘤细胞系 SH-SY5Y 建立细胞损伤模
型，以流式细胞术、光镜形态观察、Western blot 分别检测 10-50 µmol/L 的 Aβ25-35
对 SH-SY5Y 细胞凋亡影响及尼古丁对 Aβ25-35 诱导细胞凋亡的拮抗作用；继以
Western blot 检测尼古丁对 ERK1/2 、p38、SAPK/JNK 信号通路的激活情况及
对抗凋亡蛋白 Bcl-2、Bcl-xl、Mcl-1 表达影响；再以各信号通路抑制剂阻遏通
路激活，探讨尼古丁拮抗 Aβ25-35 诱导细胞凋亡的分子机制；最后以侧脑室注射
Aβ25-35 建立 AD 小鼠模型并以 Morris 水迷宫实验、HE 和刚果红染色鉴定 AD
模型。对 AD 模型小鼠给予尼古丁皮下注射，以 Morris 水迷宫实验和病理学检
测验证尼古丁对 Aβ25-35 所致 AD 小鼠的治疗效果。 
结果发现：第一，Aβ25-35 在 20、50 µmol/L 能明显诱导 SH-SY5Y 细胞凋亡，
与对照组相比，凋亡细胞的百分率分别提高至 7.17%和 13.79%（p<0.05），同时
20 µmol/L Aβ25-35 处理 SH-SY5Y 细胞可明显诱导 Caspase-3 激活和细胞色素 C















尼古丁对细胞活力无明显影响；第三，0.1 µmol/L 尼古丁能减轻 20 µmol/L Aβ25-35
所诱导的细胞凋亡并拮抗 Aβ25-35 所致的 Caspase-3 的激活；第四，0.01-100 
µmol/L 的尼古丁均可上调抗凋亡蛋白 Bcl-2、Bcl-xl 和 Mcl-1 表达，0.1 µmol/L
尼古丁对 Bcl-2、Bcl-xl 和 Mcl-1 蛋白的上调作用在 12-48 小时呈时间依赖性；
第五，0.01-100 µmol/L 的尼古丁刺激均可激活 ERK1/2、p38、SAPK/JNK 通路，
而 0.1 µmol/L 尼古丁则在 5 分钟开始激活 MAPK 通路，且此激活作用持续至
30 到 60 分钟；第六，ERK1/2 通路的抑制剂 U0126、p38 通路的抑制剂 SB203580、
SAPK/JNK 通路的抑制剂 SP600125 可逆转尼古丁拮抗 Aβ25-35所致的 Caspase-3 
激活，但只有 SP600125 能逆转尼古丁刺激所致的 Bcl-2 和 Bcl-xl 表达的增加；
第七，AD 模型小鼠与对照组相比，逃避潜伏期增加，提示小鼠的学习记忆能
力下降（p<0.05），伴随出现的阳性淀粉样斑块表明建模成功；最后，经尼古丁
处理后，相比模型组，小鼠的逃避潜伏期缩短，海马 CA1 区 Bcl-2 蛋白表达增
加，说明尼古丁改善 AD 小鼠的记忆能力（p<0.05），且可能和其增加抗凋亡蛋
白 Bcl-2 表达有关。 
通过以上研究，我们发现尼古丁能够拮抗 Aβ25-35 诱导的 SH-SY5Y 细胞凋




作用，这将为 AD 的预防研究提供一个潜在的理论基础。  
















The senile dementia，which is also called Alzheimer’s Disease or AD，is a 
degenerative disease of nervous system occurring to the old persons, characterized by 
progressive memory impairment, the spirit and behavior abnormalities. Along with 
people get longer life than ever, AD is emerging as a major problem of society.  
Although some progresses have achieved in pathogenesis, gene location, diagnosis 
and therapy, little is known about the mechanisms, which need to further explored.  
Epidemiological studies have shown that the incidence of AD is lower in 
smoking people, and the time of onset delayed. Moreover, the nicotine receptor in 
brain tissues of AD patients greatly decreased, and nicotine receptors play a vital role 
in the pathogenesis of AD have been demonstrated, indicating that nicotine may have 
a protective effect on AD. A large amount of previous studies have shown that 
nicotine can inhibit apoptosis induced by tumor necrosis factor, ultraviolet radiation, 
chemotherapeutic drugs and calcium overload, and its mechanisms may be related to 
prevent the activation of caspase kinase and the release of Cytochrome C. It has been 
reported that nicotine protected PC12 cells from apoptosis by activation of PI3K-AKT 
pathway. However, the research about MAPK signaling pathway in nicotine-mediated 
anti-apoptotic effect is less reported. 
In the present study, SH-SY5Y cells were stimulated with Aβ25-35 to establish the 
cell injury model of AD. Flow cytometry，microscopic observation and Western blot  
were selected to investigate the effect of Aβ25-35 on apoptosis, and determine the 
protective effect of nicotine on Aβ25-35-induced apoptosis in SH-SY5Y cells; 
Moreover, Western blot analysis were conducted to explore the activation of ERK1/2, 
p38, SAPK/JNK signaling pathway and the mechanisms of Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1 
up-regulation after nicotine stimulation, which are involved in anti-apoptosis in 
SH-SY5Y cells; Finally, the C57 BL/6 mice were treated with β-amyloid peptide 
















HE staining and Congo red staining, respectively. Nicotine was given before Aβ25-35, 
and Morris water maze test, HE staining, Congo red staining and 
immunohistochemical staining were carried out to identificate the protective effect of 
nicotine. 
The results are showed as follows: firstly, Aβ25-35 at 20 and 50 µmol/L could 
induce apoptosis of SH-SY5Y cells; Compared with the controls, the percentages of 
apoptosis cells were increased to 7.17% and 13.79% (respectively) (p<0.05). Aβ25-35 
at 20 µmol/L could significantly increase the activation of Caspase-3 and the release 
of Cytochrome C; Secondly, nicotine at 100 µmol/L had obviously cytotoxicity, while 
nicotine at 0.01-10 µmol/L had no effect on cell viability; Thirdly, nicotine at 0.1 
mol/L could attenuate Aβ25-35-induced apoptosis and Caspase-3 activation; Fourthly, 
western blot revealed that nicotine at 0.01-100 µmol/L up-regulated the expression of 
anti-apoptotic protein Bcl-2, Bcl-xl and Mcl-1. The up-regulation of Bcl-2, Bcl-xl and 
Mcl-1 with nicotine at 0.1 µmol/L was time-dependent; Fifthly, the stimulation of 
nicotine at 0.01-100 µmol/L could activate ERK1/2, p38, SAPK/JNK pathways, while 
the nicotine at 0.1 µmol/L in 5 minutes started to activate MAPK pathway, and the 
activation continued until 30 to 60 minutes; Sixthly, the usage of U0126, SB203580, 
SP600125 could attenuate nicotine-mediated Aβ25-35-induced caspase-3 activation, 
and only SP600125 could reverse the up-regulation of Bcl-2 and Bcl-xl expression 
after nicotine treatment; Seventhly, the escape latency of model group was prolonged 
than the normal group, indicating that the ability of learning and memory in AD mice 
decreased (p<0.05);Finally, after nicotine treatment, compared with the control group, 
the escape latency of nicotine treatment group was shorten, and Bcl-2 up-regulation in 
mouse hippocampal CA1 region could be observed, indicating that nicotine improved 
memory capacity in mice (p<0.05)，which might be relate to the up-regulation of 
Bcl-2. 
In conclusion, our data demonstrated that nicotine had protective effect against 
Aβ25-35-induced apoptosis, and SAPK/JNK signaling pathway played a vital role in 
nicotine-mediated Aβ25-35-induced apoptosis in SH-SY5Y cells. The present study 















neuronal death, which might be a potential theory for preventing neurodegenerative 
diseases. 
Key words：nicotine; Alzheimer’s Disease(AD); amyloid beta-protein(Aβ); SH-SY5Y 
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AD 是老年人群中最常见的神经退行性疾病之一。其中在 65 岁以上的人群中，
AD 的发病率约为 5%；超过 85 岁，发病率增加到 25%；95 岁以上的人群当中高
达 60%。我国的流行病学资料表明：65 岁以上的老年人痴呆患病率约为 7.8%，
其中 AD 患病率约为 4.8%[1]。目前 AD 的病因及发病机制尚不清楚，也缺乏有效
的治疗措施，因此，AD 的防治已成为一个世界性的难题。近年来对 AD 的病因
研究提出了许多假说，如遗传因素、胆碱能神经损伤、自由基损伤、炎症因素、
Aβ沉积等。鉴于 AD 的主要病理特征是神经细胞外 β淀粉样蛋白（Aβ）异常聚
集形成的老年斑[2]，目前多数研究认为 β淀粉样蛋白沉积是 AD 发病机制的始发
因素和中心环节[3]。Aβ是淀粉样前体蛋白（APP）通过某种降解途径而产生，其
活性片段是位于第 25-35 位的氨基酸残基（GSNKGAIIGLM）[4]。对 AD 的研究
目前主要集中在病理改变中涉及到的神经细胞，观察神经细胞在各种理化和生物
因素刺激下的生化改变，探究AD的发病机制；体内则主要采用侧脑室注射Aβ25-35





常与疾病状态调节的一个重要靶点，而 Bcl-2 等抗凋亡蛋白作为 Bcl-2 家族成员
中主要的抗凋亡基因，在 AD 发病中起着关键的作用。 
尼古丁（Nicotine，结构见图 1）作为烟草的成分一直被认为是导致肺癌的
元凶，但流行病学调查显示：吸烟者，特别是长期吸烟的老年人患 AD 的几率较
低，吸烟也可以减低 AD 和帕金森氏综合症（Parkinson's Disease，PD）的症状。
现有研究发现，尼古丁可以有效清除活性氧自由基[9]，既能抑制 6-OHDA 和 MPP+

















nAChRs 7 和 MAPK 通路来抑制 NF-κB 通路[13]。以上研究提示，尼古丁介导的神
经保护机制有 MAPK 通路的参与。而大量的研究发现尼古丁能抑制肿瘤坏死因
子、化疗药物等引起的细胞凋亡，提示尼古丁保护肿瘤的机制很有可能是通过其
抗凋亡途径发挥作用。但尼古丁对 Aβ引起的细胞凋亡的作用以及和 MAPK 通路
的关系研究尚待进一步阐明。 
 
图 1 尼古丁结构式 
本课题采用 Aβ25-35 处理人神经母细胞瘤细胞系 SH-SY5Y 建立细胞损伤模
型，以流式细胞术、光镜形态观察、Western blot 分别检测 Aβ25-35 对 SH-SY5Y
细胞凋亡影响及尼古丁对 Aβ25-35 诱导细胞凋亡的拮抗作用；继以 Western blot 检
测尼古丁对 ERK1/2 、p38、SAPK/JNK 信号通路的激活情况及对抗凋亡蛋白
Bcl-2、Bcl-xl、Mcl-1 表达影响；再以各信号通路抑制剂阻遏通路激活，探讨尼
古丁拮抗 Aβ25-35 诱导细胞凋亡的分子机制；最后以侧脑室注射 Aβ25-35 建立 AD
模型并验证尼古丁对 AD 小鼠的治疗作用。 
结果显示 Aβ25-35 能明显诱导 SH-SY5Y 细胞凋亡，尼古丁能减轻 Aβ25-35 所诱
导的细胞凋亡并拮抗 Aβ25-35 所致的 Caspase-3 激活，也发现尼古丁可上调抗凋亡
蛋白 Bcl-2、Bcl-xl 和 Mcl-1 表达；尼古丁不仅可激活 ERK1/2、p38、SAPK/JNK
通路，而 U0126、SB203580、SP600125 可逆转尼古丁拮抗 Aβ25-35 所致的 Caspase-3 
激活，但只有 SP600125 能逆转尼古丁刺激所致的 Bcl-2 和 Bcl-xl 表达增加；对
AD 模型小鼠给予尼古丁皮下注射，也证实了尼古丁对 AD 小鼠的治疗作用。 
通过以上研究，我们发现尼古丁能够拮抗 Aβ25-35诱导的 SH-SY5Y 细胞凋亡，
同时也发现 SAPK/JNK 在尼古丁拮抗 Aβ25-35 的凋亡过程中发挥着重要作用。即
尼古丁激活 SAPK/JNK 发挥抗凋亡作用是通过增加抗凋亡蛋白 Bcl-2 和 Bcl-xl 的
表达来实现。本课题揭示了 SAPK/JNK 在尼古丁拮抗 Aβ25-35 诱导的细胞凋亡中
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